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略語 
ACI    autologous chondrocyte implantation 
BM-MSCs    bone marrow - derived mesenchymal stem cells  
COL1     type I collagen 
DAPI         4′, 6-diamidino-2-phenylindole 
DEM     detergent enzyme method 
FGF-2  fibroblast growth factor-2 
GAG          glycosaminoglycan 
IGF-I  insulin-like growth factor-I 
iPS cells       induced pluripotent stem cells 
MIF          macrophage migration inhibitory factor 
MMPs        matrix metalloproteinase 
PCNA        proliferating cell nuclear antigen 
PDGF        platelet-derived growth factor 
PLGA       polyglycolic acid  
PLLA       poly-L-lactic acid 
TGF          transforming growth factor 
TUNEL       TdT-mediated dUTP nick end labeling 
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Ⅰ 要旨 
＜背景＞ 
軟骨は血管やリンパ組織を欠き、大部分を細胞外基質が占める構造を持つ。物質交
換性が低いために組織修復能力が乏しく、一度構造の破綻を来すと自ら再生するこ
とが困難である。そのため、軟骨損傷の治療として再生医療が注目を集めており、
自家軟骨細胞移植が広く応用されているが、軟骨細胞は平面培養を行うと脱分化し
てしまい、基質産生能を失ってしまうという問題点がある。平面培養により一旦脱
分化した軟骨細胞が再分化するためには、三次元構造を維持して培養する必要性が
ある。そのため軟骨細胞を保持可能な足場素材の研究が進められているが、生体適
合性、力学的強度、軟骨細胞の支持、分化促進能を十分に併せ持つ足場素材はまだ
開発途上である。これを解決する方法として、生体の微小環境を保持した脱細胞化
組織の利用が検討されているが、入手性や形状の制限など課題は多い。一方、軟骨
細胞を in vitro で三次元培養することで軟骨基質を産生させ、その再生組織に脱細胞
化の処理を加えることができれば、任意の三次元構造をもった軟骨基質を容易に得
ることが可能となる。再生軟骨組織から得られた軟骨基質は、合成物や他家由来の
生体軟骨基質を使用するより免疫原性の低い、安全性の高い組織であり、理想的な
足場素材として機能することが期待される。 
＜目的＞ 
 再生軟骨組織から基質を取り出す脱細胞化処理の方法を確立し、さらに得られた
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脱細胞化組織の足場素材としての有用性を示すこと。 
＜方法＞ 
ヒト耳介より取り出した軟骨細胞を、DMEM/F12 に 5%血清、インスリン、FGF-2 を
添加した細胞増殖培地を用いて 1週間平面培養した後、0.5%アテロコラーゲンに 1.0 
× 107 cells/m の濃度で包埋し、体積 100 μl の組織片を作製した。この組織片に対し
て DMEM/F12 を用いた基礎培地、基礎培地に IGF-I を添加した分化誘導培地、細胞
増殖培地の 3 種類を用いて 3 週間の三次元培養を行い、基質産生の度合いを比較検
討した。次に、三次元培養再生軟骨組織に Detergent enzyme method（DEM:4%デオ
キシコール酸溶液中で振盪させ 3 時間で細胞膜を融解し、DNase-I 溶液中で振盪させ
て 3 時間で核を除去する方法）を施行し、その cycle 数を変化させて脱細胞化処理の
最適な方法を検討した。続いて、最適化した方法により調製した三次元培養再生軟
骨の脱細胞化組織を足場素材として、別の患者由来のヒト耳介軟骨細胞を播種し、
基礎培地と増殖培地を用いて、軟骨細胞の成熟と基質産生の度合いを検討した。ま
た、ヒト耳介軟骨細胞再挿入組織を nude マウスの皮下に移植して生体内での軟骨成
熟を検討した。さらに、マウス耳介軟骨細胞を用いて同様の再挿入組織を作製して
免疫正常マウスに移植し、脱細胞化組織のアログラフトとしての有効性を検討し
た。最後に、脱細胞化組織を作製した細胞と異種の細胞を播種し、ジェノグラフト
としての再挿入組織が作製可能か否かを検討した。 
＜結果＞ 
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分化誘導培地を用いて三次元培養を行うことで、軟骨基質の豊富な三次元培養再
生軟骨組織が作製可能であった。DEM による脱細胞化処理では、生体内の軟骨組織
では 5 cycle 以上を要するとの報告のあった脱細胞化の処理が、再生軟骨組織では 1 
cycle で十分な核の脱落の所見が得られることがわかった。また、DEM の cycle を繰
り返しても、組織内の GAG 量は減少せず、脱細胞化の処理による基質構造の破綻は
見られなかった。脱細胞化組織に別の患者由来のヒト軟骨細胞を播種して培養を行
ったところ、細胞増殖培地を用いることで、軟骨細胞は穿刺部と周辺部から脱細胞
化組織内部へと侵入、生着し、あらたな軟骨基質を産生することが確認できた。こ
れを nude マウスの皮下に移植して生体内での軟骨組織の成熟を検討したところ、脱
細胞化基質への細胞再挿入組織は、三次元培養再生軟骨組織と同様に成熟し、あら
たな基質の産生を確認できた。基質のアログラフトとしての有用性検討のために
C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞で作製した脱細胞化組織に BALB/c マウス耳介軟骨細
胞を播種して BALB/c マウスに移植したところ、良好な軟骨成熟が得られた。また
脱細胞化組織に異種動物の軟骨細胞を播種して培養したところ、異種の細胞では生
着は不十分で、足場素材としては有効に作用しなかった。 
＜結論＞ 
再生軟骨の三次元培養により産生された軟骨基質は、生体の軟骨に比べて容易
に、基質を破壊することなく脱細胞化可能であることがわかった。また、脱細胞化
組織に同種の別個体の軟骨細胞を播種することで、細胞の生着とあらたな基質産生
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がみられ、足場素材としての有用性がみとめられた。再生軟骨の基質を足場素材と
して用いることで、より免疫原性の低い、生体に安全な軟骨移植の方法の確立に寄
与することが期待される。 
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Ⅱ 研究背景 
 軟骨組織は、軟骨細胞と豊富に蓄積された細胞外基質により構成され、気管や耳
介、肋骨など全身の様々な部位において、体の組織構造の支持や機能の維持を行っ
ている。軟骨は血管やリンパ組織のない構造のため、物質交換性の低さから組織修
復能力が乏しく、一度構造の破綻を来すと自らで再生するのが困難である 1-3)。その
ための軟骨組織の治療の方法としては、代替物としての人工関節置換術 4)がある
が、再生能を有さないため、変形や成長、耐用年数の問題などに対する再手術の必
要性が問題であり、特に高齢者や小児への使用において制約や改善すべき点が多
い。内在性の修復を促すためのマイクロフラクチャー5)、自家軟骨組織を利用した骨
軟骨柱移植術 6)なども行われているが、その効果は十分とは言えない。また、小児
外科の領域における軟骨の疾患としては先天性気管狭窄症がある。現在では気道の
狭窄の改善のためにスライド気管形成術が主に行われている 7)が、侵襲やリスクは
大きく、結果として気管の短縮を生じるため、移植物を用いた治療法の開発が期待
されている。 
再生医療やティッシュ・エンジニアリングの研究が昨今進んでおり、機能不全の臓
器や組織の再生への応用が進んでいる。軟骨組織の分野においては、自家軟骨細胞移
植（autologous chondrocyte implantation: ACI）が注目されている。Peterson ら 8)は、患
者の非過重部位、または生体内の別の軟骨組織から軟骨細胞を少量取り出し、単層培
養で細胞を増殖させ、自らの損傷部位へと限局的に移植するという手法を 1987 年よ
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り臨床に導入した。その後この手法は広く応用され、細胞の培養方法や移植方法に関
して様々な手段が研究され検討されているが、細胞の生物活性の維持、移植物の形状
の維持など、現段階ではまだ検討課題が多い 9-12)。 
軟骨細胞を in vitro で培養した後に移植をするうえでの大きな問題として、軟骨細
胞の基質産生能をいかに改善し得るか、という点があげられる。軟骨細胞は軟骨基
質を産生して組織の強度を保つという特性があるが、平面培養を行うことによって
細胞が脱分化してしまい、基質産生能を失ってしまう 13-15)。軟骨細胞が再分化する
ためには、三次元構造での細胞の培養の必要性が知られている 16-18)。そのため、軟
骨細胞を三次元構造中に保つために足場素材を用いる研究が進んでいる。主な足場
素材として、コラーゲン 12,16)やフィブリン 19)などのゲル状足場素材、ポリグリコー
ル酸（polyglycolic acid: PLGA）やポリ-L-乳酸（poly-L-lactic acid: PLLA）20,21)などの
合成ポリマーがある。前者は主に動物由来の成分で、生体内を模倣したより自然な
環境を作ることが出来る。アテロコラーゲンは牛の真皮を原料とした蛋白質から作
られており、抗原性に大きく関与するといわれているテロペプチドの領域を分解除
去しているため生体適合性が高いという特徴があるものの、力学的強度を十分に保
つことが難しい。対して合成ポリマーは力学的強度を維持して、より安定した三次
元の構造の作製に寄与することが出来るが、生分解吸収性や細胞の生着性や増殖能
の維持など、改善すべき問題点は多い。 
組織や臓器修復の再生医療の治療戦略として、生体組織の脱細胞化による足場素
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材としての利用が昨今注目されている 22)。脱細胞化により取り出された細胞外基質
は本来の構造や組織の組成をもつため、生体にとってより理想的な状態で受容する
ことが出来る 23,24)。また、組織の微小環境がそのまま再現されているため、形状の
維持という目的だけでなく、内皮細胞や前駆細胞の遊走、増殖、分化に貢献するこ
とや、シグナル伝達に介在して発達や恒常性に寄与することが報告されている
25,26)。そのため現在では、心臓 27)や肝臓 28)、肺 29)など、数多くの臓器で脱細胞化し
た基質の臨床応用への検討が進んでいる。 
軟骨組織においても、脱細胞化して基質を取り出す方法が検討されている。しか
し、軟骨組織は細胞外基質の割合が高く大変密な構造をとっているため、物理的な
反応が乏しいのと同様に吸収性が低く、そのため試薬への反応が乏しく、脱細胞化
の処理が容易ではない 30)。Yang ら 31)は、ヒトの遺体から摘出した気管軟骨を粉末状
にした後に脱細胞化し、三次元の多孔性の足場素材として形成し直した。牛の骨髄
由来間葉系幹細胞（bone marrow-derived mesenchymal stem cells: BM-MSCs）をその足
場素材に播種したところ、軟骨細胞への分化とあらたな軟骨基質の産生をもたらし
た、と報告している。軟骨細胞外基質の足場素材としての有用性を示す報告ではあ
るが、本来軟骨が持つ細胞外基質のコラーゲンのネットワーク構造を破壊している
ため、軟骨基質の特性を有効に活用しているとはいい難い。Jungebluth ら 32)は、ウサ
ギから採取した気管を脱細胞化した組織を足場素材として、レシピエントとなるウ
サギの BM-MSCs を播種して移植片を作製した。人工的に気管欠損を作ったウサギ
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の欠損部位に移植することで、拒絶反応などなく、気管としての構造、機能を保っ
たと報告している。しかしヒトでの臨床応用を考慮した場合、グラフトの形状が限
定されていること、グラフトの入手性、長期的な免疫反応の問題、脱細胞化に要す
るコストと時間など、広く応用していく面では問題点が多い。 
現状を考えると、脱細胞化基質は他者から取り出された軟骨組織を利用せざるを
得ないが、本邦では倫理的にも臨床応用を実現するには解決すべき問題が多い。し
かし、脱細胞化という概念は、免疫原性が低く、基質の割合が非常に高く、密なコ
ラーゲンネットワークで形成されている軟骨組織においては、それらを有効に活用
するために非常に有意義であると考えられる。この方法を臨床応用するための手段
として、in vitro で作製した再生軟骨基質を脱細胞化させて使用することで、実現可
能性が非常に高まると考えられる。例えば培養により産生された軟骨組織を脱細胞
化して基質を取り出すことが出来れば、生体軟骨の脱細胞化に比べて、自由な成型
が可能であること、他家由来組織を使用しないためにより安全で、倫理的な問題を
回避可能であることなどの利点がある。また、既存の三次元再生軟骨作製の際に使
用される合成ファイバーに起因する生着性や免疫反応の問題なども解決することが
期待される。このように再生軟骨脱細胞化基質は、これまでの三次元軟骨再生技術
における足場素材の欠点を克服しうる、画期的な足場材料となる可能性がある。し
かし、再生軟骨を培養し、in vitro で産生された基質を脱細胞化している報告はほと
んどない。 
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本研究では、三次元培養により再生軟骨細胞から軟骨基質を産生し、脱細胞化を
行って基質のみをとりだし、その基質の足場素材としての有効性について検討し
た。 
Ⅲ 研究目的 
 再生軟骨組織から基質を取り出す脱細胞化処理の方法を確立し、さらに得られた
脱細胞化組織の足場素材としての有用性を示すこと。 
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Ⅳ 研究方法 
1 三次元培養による再生軟骨基質産生の検討 
はじめに、軟骨細胞から軟骨細胞外基質を産生させるため、培養による三次元軟
骨再生組織の作製を行うこととした（図 1A）。小耳症の患者の再建手術を行う際に
取り出される余剰なヒト耳介軟骨組織を、術前に患者・家族への適切なインフォー
ムドコンセントを十分に行い、同意を得た後に提供して頂いた。軟骨細胞の単離方
法は、浅輪ら 33)によって報告のあった方法を参考にした。まず、採取したヒト耳介
軟骨組織から不要な皮膚組織と軟骨膜組織をトリミングし、1 mm3程度の大きさに
細切した。軟骨組織の小片は、コラゲナーゼ（和光純薬）を DMEM/F12（Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham、Sigma-Aldrich）に溶かして作製
した 0.3 %コラゲナーゼ溶液に浸けて振盪処理（37°C、18 時間）を行った。その後
100 μm セルストレイナー（Falcon）で濾過を行い、遠心処理（440 g、5 分間）を行
って軟骨細胞を単離した後、セルバンカー（日本全薬工業）に再懸濁して－80°C で
凍結保存した（この時点でのヒト耳介軟骨細胞を Passage 0(P0)とする）。軟骨細胞を
使用する際は、解凍した軟骨細胞を I 型コラーゲンコートディッシュ 100 mm
（IWAKI）に 2.0 × 105 cells/dish の濃度で播種し、細胞増殖培地（DMEM/F12 に 100 
μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシン (Sigma-Aldrich)、5 %ヒト血清(Sigma-
Aldrich)、100 ng/ml 線維芽細胞増殖因子(Fibroblast growth factor-2：FGF-2、ヒト由来
トラフェルミン(遺伝子組み換え)、科研製薬)、5 μg/ml インスリン(インスリン ヒ
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ト(遺伝子組み換え）、Novo-Nordisk)を添加)を用いて 1 週間の平面培養（37°C、
5%CO2、培地交換：2 回/週）を行った。平面培養後、1.0×トリプシン EDTA 溶液
（Sigma-Aldrich）を用いてディッシュから細胞を回収した（継代 1(P1)ヒト耳介軟骨
細胞）。実験に使用するすべてのヒト耳介軟骨細胞は、P1 を用いた。 
次に、軟骨細胞を三次元構造に形成する際に使用するアテロコラーゲンゲルを作
製した。氷上にて、ウシ由来 0.5 %アテロコラーゲン（川研）に A 液（MEM-
α(Sigma-Aldrich)、ペニシリン・ストレプトマイシン、超純水）と B 液（炭酸水素ナ
トリウム(和光純薬)、HEPES (DOJINDO)、水酸化ナトリウム(和光純薬)、超純水）
をそれぞれ 8:1:1 の割合で混合し、0.4 %アテロコラーゲンを作製した。ヒト耳介軟
骨細胞(P1)と 0.4 %アテロコラーゲンを 1.0 × 107 cells/ml になるように混和させ、一
様になるようによくピペッティングを行った。その後、6 mm × 6 mm × 3 mm の鋳型
（2%アガロース(TAKARA)を DMEM/F12 に混ぜて加熱して溶解させ、冷却ととも
に凝固させることで作製した。使用する際には、紫外線下に 3 時間以上静置するこ
とにより、滅菌処置を施した。）に 100 μl ずつ流し込み、37°C、5%CO2の環境下に
て 3 時間静置させ、ゲル化させた。ゲル化させた軟骨細胞と 0.4 %アテロコラーゲン
の混合物 100 μl は 25 ml コニカルチューブ（FALCON）に入れて静置させ、再生組
織 1 個あたり 10 ml の培地を添加し、3 週間の三次元培養を行った（37°C、5 % 
CO2、培地交換：2 回/週）（図 1B）。三次元培養を行うにあたり、3 つの培地での再
生組織の成熟度合いの検討を行った。 
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1) 基礎培地（basal medium） 
DMEM/F12 に 100 μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシンを添加した溶液。 
2) 分化誘導培地（Differentiation medium） 
Basal medium に 1 μg/ml インスリン様成長因子-I（insulin-like growth factor-I：IGF-
I、ヒト由来メカセルミン(遺伝子組み換え)、Astellas）を添加した溶液。 
3) 細胞増殖培地（Proliferation medium） 
Basal medium に 5 %ヒト血清、100 ng/ml FGF-2、5 μg/ml インスリンを添加した
溶液。 
2 三次元培養再生軟骨組織の脱細胞化の検討 
三次元培養再生軟骨組織（以下、三次元組織）から軟骨細胞を除去し、軟骨基質
のみを取り出す方法を検討した（図 1C）。前述した方法にて、分化誘導培地を用い
て三次元組織を作製した。再生軟骨組織から脱細胞化する方法として、Detergent 
Enzyme Method（DEM）を参考にした 34,35)。まず三次元組織を、超純水 1 ml 中に 10
分、計 2 回静置して洗浄を行った。洗浄の後、4%デオキシコール酸 1 ml（和光純
薬）につけ、室温で 3 時間シェイカーの上で振盪させ、細胞膜を破壊した。振盪
後、超純水 1 ml 中に 10 分間、計 2 回静置して洗浄した。その後、DNase-I の溶液
100 μl  (DNase 10 μl (1 unit/μl in 50% glycerol, 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 10mM 
CaCl2, 10mM MgCl2: SIGMA-ALDRICH)、10×Reaction buffer 10 μl(1 ml of 200 mM 
Tris-HCL, pH 8.3, 20mM MgCl2：SIGMA-ALDRICH)、超純水 80 μl)につけ、室温で
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3 時間シェイカーの上で振盪させ、核を三次元組織から除去した。振盪後、超純水 1 
ml 中に 10 分間、計 2 回静置して洗浄した。組織は 4°C、PBS にて保存し、ここまで
の経過を 1 cycle とした。1、3、5 cycles での脱細胞化の度合い、基質の状態を観察
し、再生軟骨の脱細胞化の最適な cycle 数を検討した。 
3 脱細胞化組織への同種細胞の再挿入の検討 
 三次元再生軟骨の脱細胞化組織（以下、脱細胞化組織）にあらたに軟骨細胞が生
着し、足場素材として機能するか否かを検討するため、軟骨細胞の再挿入実験を行
った（図 2）。前述した手順に沿って、分化誘導培地による 3 週間の三次元培養を行
い、DEM 1 cycle を経て、脱細胞化組織を作製した。4°C、PBS で保存していた脱細
胞化組織を超純水で 10 分間、計 2 回洗浄した。脱細胞化組織作製に用いた軟骨細胞
とは別の患者由来のヒト耳介軟骨細胞(P1)を基礎培地に混和させ、1.0 × 107 cells/ml
の細胞懸濁液を作製した。細胞懸濁液 100 μl を、22 G 針と 1 ml シリンジを使用し、
脱細胞化組織の上面と下面から、それぞれ 5 か所、側面に 2 か所、計 12 箇所穿刺注
入した。注入後、組織から浸みだした細胞懸濁液は回収し、脱細胞化組織につけて
室温でシェイカー上で 20 分間振盪させた。その後、組織を回収し、25 ml コニカル
チューブに 10 ml の培地を添加し、培養を行った（37°C、 5%CO2、培地交換 2 回/
週）。用いる培地は、基礎培地、細胞増殖培地の 2 つで比較検討した。培養期間は 7
日、21 日の 2 期間で検討を行った。また、細胞を未挿入の脱細胞化組織も、細胞増
殖培地にて同様に培養し、細胞挿入群との比較を行った。 
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4 脱細胞化組織への軟骨細胞再挿入後の生体内での成熟の検討 
生体内での脱細胞化組織への軟骨細胞再挿入組織（以下、再挿入組織）の成熟を検
討するため、免疫不全マウス（Balb/cAJc1-nu/nu、6 週令、雌、日本生物材料センタ
ー）への移植実験を行った（図 2）。前述した実験の手順に沿って、脱細胞化組織に
ヒト耳介軟骨細胞(P1)（脱細胞化基質の作製に用いた細胞とは別の患者由来の細
胞）を再挿入し、3 週間、25 ml コニカルチューブにて細胞増殖培地を用いて培養を
行い、再挿入組織を作製した。免疫不全マウスに 2%イソフルラン（AbbVie）で吸入
麻酔を行い、70%エタノールで皮膚の消毒を行った。背部正中にメスにて 10 mm の
皮膚切開をおき、剪刀にて背部の皮下組織を剥離して組織片を挿入するポケットを
作製した。組織片をスパーテルを用いてマウス背部皮下に挿入した。皮膚の切開部
分は 5-0 ナイロンにて 2 針縫合し、閉創した。三次元組織、脱細胞化組織も同様に
マウスの皮下に移植した。4 週間後に安楽死させ、組織片を回収し、解析を行った。 
5 再挿入組織の免疫正常動物の生体内での軟骨成熟の検討 
 脱細胞化組織のアログラフトとしての有効性、そして再挿入組織の免疫正常な生
体内での成熟を検討するため、免疫正常マウスへの移植実験を行った（図 3A）。脱
細胞化組織を作るに際し使用する細胞は、C57BL/6 マウス（6 週令、雌、日本エスエ
ルシー）の耳介軟骨細胞を用いた。 
マウス耳介軟骨細胞の採取：まず、採取した耳介軟骨組織を基礎培地に浸しなが
ら、皮下組織と軟骨膜を軟骨組織から剥離した。コラゲナーゼを DMEM/F12 に溶解
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して 0.15%コラゲナーゼ溶液を作製し、軟骨組織を振盪（130 rpm、7.5 時間、37°C）
させた。溶液は 100 μm セルストレイナーで濾過した後に遠心分離（1500 rpm、5 分
間）し、上清を吸引し、沈殿した軟骨細胞を得た(Passage 0: P0)。細胞はマウス用細
胞増殖培地（DMEM/F12、100 μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシン、100 ng/ml 
FGF-2、5%ウシ胎児由来血清（Gibco®）、5 μg/ml インスリン）にて平面培養を行っ
て継代し、実験には P2 の細胞を使用した。 
C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞(P2)を用い、前述の実験の手順に沿って、脱細胞化
組織を作製した（以下、マウス脱細胞化組織）。作製した脱細胞化組織に、C57BL/6
マウス耳介軟骨細胞（P2）と BALB/c マウス耳介軟骨細胞（P2）をそれぞれ穿刺播
種し、in vitro で細胞増殖培地を用いて培養を行った。（37°C、 5% CO2、培地交換 
2 回/週）。前培養を終えた再挿入組織を、免疫正常マウス（BALB/cAJc1、6 週令、
雌、日本生物材料センター）の背部皮下に上記の実験手順と同様に移植した。細胞
未播種の脱細胞化組織も同様に移植して比較検討を行った。7 日後、14 日後に組織
を回収し、組織学的検討を行った。 
6 脱細胞化組織への異種細胞の再挿入の検討 
 脱細胞化基質が異種の細胞の足場素材として機能するか否かを調べるため、異種
細胞再挿入の検討実験を行った（図 3B）。C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞（P2）から
作製した脱細胞化組織に、ヒト耳介軟骨細胞(P1)を前述の手順に沿って穿刺しなが
ら播種した。再挿入組織を細胞増殖培地で 3 週間培養し、細胞の生着や成熟が行わ
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れるか否かを検討した。比較対象として、マウス脱細胞化組織に C57BL/6 マウス耳
介軟骨細胞(P2)を穿刺播種し、3 週間培養した。また、ヒト脱細胞化組織にも同様
に、ヒト耳介軟骨細胞(P1)と C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞(P2)を再挿入して 3 週間
培養し、細胞の生着や成熟の度合いを検討した。 
7 蛋白測定（グリコサミノグリカン(glycosaminoglycan: GAG)、I 型コラーゲン、II
型コラーゲン） 
 それぞれの実験で回収した組織片を半分に切断し、蛋白測定のための検体として
使用した。組織は 0.4 ml の 0.05 M 酢酸を加えてハサミで可能な限り細切し、ホモジ
ェナイザーで更に細断した後、0.05 ml ペプシン（10 mg/ml dissolved in 0.05 M acetic 
acid）を加えて攪拌し、4°C 、48 時間静置して酵素処理した。その後、0.05 ml 
10×TSB（1.0M Tris-2.0 M, NaCl-50 mM CaCl2, pH 7.8-8.0）、0.05 ml のエラスターゼ（1 
mg/ml dissolved in 1×TSB. pH 7.8-8.0）をそれぞれ加え、攪拌し、4°C、24 時間静置し
て酵素処理を行った。処理を終えた溶液に遠心処理（10,000 rpm、5 分間）を施し、
その上清をサンプルとして使用することとした。グリコサミノグリカン測定は、
sGAG Alcian Blue Binding Assay Kit（Euro-Diagnostica B.V.）を用い、添付のプロトコ
ルに従って測定した。I 型、II 型コラーゲンは、I 型、II 型コラーゲン蛋白測定用
Capture ELISA キット（Chondrex）を用い、添付のプロトコルに従って測定した。そ
れぞれの測定結果は、すべて Lowry 法を用いて測定した蛋白質量にて補正した。 
8 組織学的解析 
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 それぞれの実験で回収した組織片は半分に切断し、組織学的解析のために使用し
た。すべての組織標本は、回収後すぐに 4%パラホルムアルデヒド（和光純薬）にて
固定した。4°C PBS 溶液で洗浄、置換した後、パラフィンで包埋し、5 μm の切片を
作製した。組織や細胞の詳細な形態観察のためにヘマトキシリン・エオジン染色
（フナコシ）を、軟骨基質を明らかにするためにトルイジンブルー染色（武藤化
学）を、組織内の細胞核を詳細に同定するために DAPI 染色（VECTOR）を行っ
た。細胞数の計測に際しては、DAPI 染色にて作製した標本に対し、顕微鏡の一定範
囲内の細胞数を場所を変えながら計 5 か所計測し、平均値を算出した。免疫染色で
は、軟骨基質を明らかにするために I 型コラーゲン、II 型コラーゲン、および X 型
コラーゲンを染色し、細胞の増殖活性を示す PCNA（proliferating cell nuclear 
antigen）抗原を染色し、細胞死をみるために TUNEL 法（TdT-mediated dUTP nick end 
labeling）で染色した。I、II、X 型コラーゲンは、1 次抗体としてそれぞれ Anti-type I 
collagen antibody Rabbit polyclonal(LSL CO、LTD)、Anti-type II collagen antibody 
Rabbit polyclonal(abcam®)、Anti-type X collagen antibody Rabbit polyclonal（abcam®）
を用いた。PCNA は、1 次抗体として PCNA antibody Rabbit polyclonal（abcam®）を
用いた。TUNEL 法は、TACS2 TdT in situ Apoptosis Detection Kit（TREVIGEN®）を
用いて添付されたプロトコルに従って染色した。パラフィン切片を脱パラフィンし
た後に PBS 溶液で 5 分間洗浄し、I 型コラーゲンでは 0.1%トリプシン-EDTA 溶液
（Sigma-Aldrich）、II 型コラーゲン、X 型コラーゲンでは 2.5%ヒアルロニターゼ溶液
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（和光純薬）で 37°C、30 分間賦活化処理を行った。PCNA ではターゲットレトリー
バー溶液（DAKO）で 95°C、20 分間、その後室温で 10 分間賦活化処理を行った。
PBS 溶液で 5 分間、2 回洗浄した後に 3%過酸化水素水溶液（和光純薬）で 40 分
間、室温で内因性ペルオキシターゼのブロッキングを行った。続いて 10%標準ヤギ
血清（ニチレイ）を用いて 2 時間、室温で非特異的反応のブロッキング反応を行っ
た。その後、I 型コラーゲン抗体は 6000 倍希釈、II 型コラーゲン抗体は 200 倍希
釈、X 型コラーゲン抗体は 1000 倍希釈、PCNA 抗体は 500 倍希釈を行った後、一次
抗体反応を over night、4°C で行った。翌日に PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄した
後、ビオチン標識ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン抗体（Biotinylated Goat anti-rabbit 
immunoglobulins 抗体（DAKO）1000 倍希釈）を用いて二次抗体の反応を 30 分間、
室温で行った。PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄後に VECTASTAIN ABC キット（フ
ナコシ）を用いて 30 分間、室温にて反応させた。PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄後
に DAB（3,3-diaminobenzidin tetra-hydrochloride、VECTOR）溶液に 20～60 秒反応さ
せ、ペルオキシターゼ染色反応を行った。ミリ Q 溶液で 5 分間洗浄した後、I 型コ
ラーゲン・II 型コラーゲン・X 型コラーゲンはヘマトキシリン溶液で、PCNA では
メチルグリーンを用いて核染色を行い、脱水・透徹・封入して免疫染色標本を作製
した。 
9 力学的強度解析 
0.4%アテロコラーゲンゲル、三次元組織、脱細胞化組織、再挿入組織の力学的強
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度を調べるため、山岡ら 36)の報告を参考に、Venustron tactile sensor(Axiom)を用い
て、ヤング率と最大圧迫強度を計測した。各組織を 1 個に対して位置を変えながら 5
回の計測を行い、その平均値を算出し、比較検討した。 
10 電子顕微鏡による解析 
 0.4%アテロコラーゲンゲル、三次元組織、脱細胞化組織、再挿入組織のそれぞれ
の組織を、0.1 M カコジル酸緩衝液に 2%パラホルムアルデヒドと 2.5%グルタルアル
デヒドを混和した溶液に 4 °C で 1 日間浸して前固定した。その後緩衝液で数回洗浄
した後、1%四酸化オスミウムで室温にて 3 時間後固定した。最後にｔ-ブチルアルコ
ールで浸漬置換して凍結乾燥した後、白金-パラジウム合金パウダーで蒸着して標本
を作製した。詳細な観察は、東京大学総合ナノ工学研究センターに設置されている
走査型電子顕微鏡（JEM-6000, JEOL）を使用した。 
11 統計学的解析 
 データ解析は、JMP Pro software version 13（SAS Institute Japan）を用いた。データ
は平均値および標準偏差を算出し、Tukey-Kramer test を使用し、P<0.05 で統計学的
に有意差があると判定した。 
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Ⅴ 研究結果 
・三次元培養による再生軟骨基質の産生の検討 
初めに三次元構造の軟骨基質を作製するため、ヒト耳介軟骨細胞の三次元再生軟
骨組織の作製方法の検討を行った。3 つの異なる培地にて、3 週間の三次元培養を行
った後に回収した組織の結果を図に示した（図 4）。肉眼所見において、基礎培地群
では組織全体が縮小化して変形する傾向が見られたのに対し、分化誘導培地群では
大きさや形状を維持した状態であり、細胞増殖培地群ではやや膨化傾向がみられ
た。ヘマトキシリン・エオジン染色では、すべての培地群において、軟骨細胞が組
織全体に一様に分布している様子が認められたが、強拡大にて観察すると、分化誘
導培地群と細胞増殖培地群にて、組織内に一様に軟骨小腔の形成がみられた。培地
の効果により、軟骨細胞が成熟した結果と考えられる。トルイジンブルー染色で
は、基礎培地群では染色性が乏しかったのに対し、分化誘導培地群、細胞増殖培地
群では、組織全体に、軟骨基質の存在を示唆する均一なメタクロマジー領域を認め
た。染色性は分化誘導培地群にて、特に強い傾向を認めた（図 4A）。 
次に軟骨基質の産生量の定量のため、基質蛋白質量を測定した（図 4B）。グリコ
サミノグリカンの定量では、分化誘導培地群では、基礎培地群に比べて有意な増加
を示していた。細胞増殖培地群においても増加の傾向はみられるものの、有意な差
とはならなかった。Ｉ型コラーゲン蛋白量はすべての群において大きな差はみられ
なかったのに対し、軟骨基質に特異的に発現する II 型コラーゲン蛋白量は、分化誘
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導培地群において、基礎培地群と細胞増殖培地群と比較して、有意な増加を示し
た。基質の産生にあたっては、分化誘導培地にて細胞増殖培地に比べて増加の傾向
が見られているため、その後の実験の方針として、分化誘導培地を用いた三次元培
養再生軟骨組織（以下、三次元組織）を用いることとした。 
・三次元培養軟骨組織の脱細胞化の検討 
先の実験の手法にて、分化誘導培地を用いた 3 週間の培養により作製された三次
元組織から細胞成分を取り除くため、DEM を行った。DEM の cycle 数を変えること
により作製した脱細胞化組織の状態を観察した（図 5）。肉眼所見では、cycle を繰り
返していったところ、透過性が亢進したようにみうけられたが、大きさや形状など
に変化は見られなかった（図 5A）。ヘマトキシリン・エオジン染色での観察では、
DEM 1 cycle から、組織全体において核は著明に脱落しており、もともと軟骨細胞が
存在していた小腔が際立つ所見が得られた。DEM の cycle を繰り返しても、形状や
構造は維持されていることがわかった。細胞核を特異的に染める DAPI による蛍光
染色での観察でも、DEM 1 cycle においてほとんどの核が脱落して、脱細胞化が奏功
したことがわかった。細胞数を定量的に測定した結果においても、1 cycle で著明な
細胞核の減少が示された（図 5B）。トルイジンブルー染色での観察では、5 cycle ま
で回数を繰り返しても、メタクロマジーの減退はあまり見られなかった。 
次に、軟骨基質蛋白における DEM の影響を、定量的に測定し評価した（図 5C）。
グリコサミノグリカンの量は、DEM により減少する傾向はみられたものの、有意な
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差はみられなかった。総蛋白量、I 型コラーゲン蛋白量、II 型コラーゲン蛋白量でも
同様に、DEM の cycle を繰り返しても、有意な減少は見られなかった。本実験に
て、DEM のプロセスは、三次元組織の軟骨基質の形状や構造を破壊することなく、
脱細胞化を有効に行える手段であることが明らかとなった。DEM 1 cycle にて十分に
脱細胞化が行えたと判断し、三次元組織の脱細胞化は 1 cycle で行っていくこととし
た。 
・脱細胞化組織への同種細胞の再挿入の検討 
三次元組織を脱細胞化した組織（以下、脱細胞化組織）が、内部で細胞を生着さ
せ、成熟させることが出来るか否かを検証するため、脱細胞化組織への細胞の再挿
入の実験を行った。基質作製時とは別の患者由来のヒト耳介軟骨細胞を再挿入した
後、基礎培地と細胞増殖培地を用いて in vitro で培養した結果を示した（図 6～8）。
肉眼的な所見では、細胞を挿入した組織も未挿入の組織も、大きさや形状に差は見
られなかった（図 6A）。組織学的所見では、まず細胞の未挿入群では、細胞増殖培
地にて培養しても、基質内であらたに細胞が再生することはなく、培地を挿入した
際の穿刺部が際立つ所見となった（data not shown）。基礎培地を用いた細胞挿入群で
も、3 週間の培養を経ても、組織内に細胞はほとんど見られず、再挿入した軟骨細胞
の生着は確認出来なかった（図 7A）。一方、細胞増殖培地を用いた細胞挿入群で
は、培養 1 週間にて組織の周囲や穿刺部付近において細胞の生着がみられはじめ、3
週間を経ると組織全体に細胞が確認された（図 7A）。組織内の細胞数の定量的な計
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測でも、細胞増殖培地による細胞挿入群にてのみ、明らかな増加傾向が見られてい
た（図 7B）。これらの結果は、あらたに播種した軟骨細胞は、細胞増殖培地を用い
て培養することにより脱細胞化組織に生着し、組織内にて増殖することが可能であ
ったことを示した。さらにトルイジンブルー染色による観察では、基礎培地群では
時間経過とともにメタクロマジーが消退していったのに対し、細胞増殖培地群で
は、特に 3 週間の培養にて、メタクロマジーはさらに濃くなる傾向がみられた（図
6A）。播種した軟骨細胞が、生着して増殖しただけでなく、成熟して基質をあらたに
産生していることが考えられた。軟骨基質の成熟を定量的に計測するため、基質蛋
白量を計測した結果では、細胞未挿入群と基礎培地を用いた細胞挿入群では時間経
過とともにグリコサミノグリカンの蓄積量が軽度の減少傾向を示したのに対し、細
胞増殖培地を用いた細胞挿入群では、培養 3 週間後では有意な増加を認めた。I 型コ
ラーゲン蛋白量は、培養による変化は 3 群ともに変化が見られなかったが、II 型コ
ラーゲン蛋白量は、細胞未挿入群、基礎培地を用いた細胞挿入群は 3週間の時間経
過により有意な減少を示したのに対し、細胞増殖培地を用いた細胞挿入群では、そ
の蓄積量を維持していた（図 6B）。免疫染色の結果では、I 型コラーゲンでは基礎培
地群と増殖培地群で染色性に差は見られなかったのに対し、II 型コラーゲンは組織
の表面や穿刺部など、軟骨細胞が密に存在する部分で強い染色性がみられた。再挿
入した軟骨細胞が成熟したことにより、あらたな軟骨基質を産生したことが示唆さ
れた。X 型コラーゲンの免疫染色でも同様に組織の表面と穿刺部付近にとくに強い
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染色性がみられ、再挿入細胞の肥大化軟骨細胞への成熟が示唆された。（図 8） 
・脱細胞化組織、再挿入組織の構造的解析 
三次元組織、脱細胞化組織、脱細胞化組織への軟骨細胞再挿入組織（以下、再挿
入組織）の力学的特性を調べるため、ヤング率と最大圧迫強度を計測した（図
9A）。アテロコラーゲンゲルのみの場合と比較して、三次元組織では Young 率、最
大圧迫強度ともに有意な上昇傾向がみられた。混和した軟骨細胞が産生した細胞外
基質の影響により、組織の強度が増したと考えられる。脱細胞化組織の Young 率及
び最大圧迫強度は、三次元培養組織より低下の傾向は見られたが、有意な差とは言
えず、アテロコラーゲンと比べると、有意に高い特性を保っていた。今回行った脱
細胞化処理は、ある程度組織の力学的特性を保ちながら行えることが示された。ま
た再挿入組織は、脱細胞化組織より Young 率及び最大圧迫強度がやや上昇する傾向
が見られた。あらたな軟骨細胞により産生された基質が強度を上昇させる役目を果
たしていると考えられた。 
 次に、DEM による脱細胞化処理および細胞再挿入による軟骨基質の微細環境への
影響を調べるため、走査型電子顕微鏡にて観察を行った（図 9B）。三次元組織で
は、コラーゲン様の線維は数 10～数 100 nm 程度の太さで緻密なネットワーク構造を
形成し、ネットワーク内には細胞様の構造がみられ、沈着物で満たされていた。一
方脱細胞化組織では、細胞は見られないが、コラーゲンの線維構造はある程度保た
れており、一部太い線維に関しては三次元組織よりもより際立って見受けられた。
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再挿入組織は、三次元組織と似た密なコラーゲン様のネットワーク構造が見られ、
再挿入した軟骨細胞が組織内で認められた。特にあらたに播種した細胞が生着して
いた組織の表面などには、あらたな基質産生と思われる、コラーゲンネットワーク
の形成がみられていた。 
・脱細胞化組織同種細胞再挿入後の生体内での成熟の検討 
 再挿入組織が in vivo において再生軟骨として成熟するか否かを評価するため、免
疫不全マウスの背部皮下に再挿入組織を移植し、4 週間後に回収して評価した。三次
元組織、脱細胞化組織も同様に皮下移植を行い、その移植前との変化を観察した結
果を示す（図 10）。脱細胞化組織では、4週間後には組織全体が縮小し、トルイジン
ブルーでの染色性も減退していった。対して再挿入組織は、4週間後には三次元組織
と同様に、メタクロマジーが強くなっている所見が得られた（図 10A）。驚くべきこ
とに、グリコサミノグリカンの蓄積量を計測すると、三次元組織よりも有意な増加
がみられた。I 型コラーゲンの蓄積量は、移植前と移植後で差はみられなかったが、
II 型コラーゲンは、脱細胞化組織以外の 2 群で大きく増加していた（図 10B）。三次
元組織と再挿入組織の間には有意差は認められなかった。総じて、今回の生体への
移植実験にて、再挿入組織は三次元組織と同様に、生体内でも成熟可能であること
が示された。 
・再挿入組織の免疫正常動物の生体内での軟骨成熟の検討 
免疫正常な生体内での再挿入組織の有効性を検証するため、マウス耳介軟骨細胞
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で作製した再挿入組織を免疫正常マウス（BALB/c）に移植した。C57BL/6 マウス耳
介軟骨細胞で作製した基質に、C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞を播種した再挿入組
織、BALB/c マウス耳介軟骨細胞を播種した再挿入組織、細胞未播種の組織を比較検
討した所見を示した（図 11）。ホストと同じ BALB/c マウスの細胞を挿入した組織
は、形状を保ちながら、徐々に組織内の軟骨基質の量が増え、軟骨組織として成熟
の傾向がすすんでいる所見がみられた。ヘマトキシリン・エオジン染色の強拡大で
みると、辺縁は一部線維芽細胞の層がみられ、軽度のホストからのものとみられる
細胞の浸潤がみられたが、2週間後でもその度合いは軽度であった。ホストと異なる
C57BL/6 マウスの細胞を再挿入した組織は、一部軟骨基質の形成がみられるものの
範囲は狭く、辺縁はホスト由来と思われる線維芽細胞様細胞の侵入を受け、時間経
過とともにそれが肥厚していく傾向がみられた。細胞未播種の脱細胞化組織は、移
植後から縮小傾向が見られ、組織内にはホスト由来と考えられる細胞の侵入を認め
た。総じて、ホストに対してアログラフトとなる脱細胞化組織でも、自家の細胞を
挿入することで、免疫正常の生体内においても良好な成熟傾向がみられることがわ
かった。 
 ・脱細胞化組織への異種細胞の再挿入の検討 
ヒト脱細胞化組織とマウス脱細胞化組織に、ヒト耳介軟骨細胞(P1)、マウス耳介
軟骨細胞(P2)の両者を再挿入し、細胞増殖培地で 3 週間培養し、脱細胞化組織の異
種細胞との適合性を検討した所見を示した（図 12）。ヒト脱細胞化組織では、ヒト耳
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介軟骨細胞は培養 1日目ではほとんど細胞の定着はみられていないものの、培養期
間を経るにつれて、細胞は脱細胞化組織内に徐々に定着していき、21日後には組織
全体に軟骨細胞が観察され、足場素材としての機能を十分に示した。細胞増殖活性
を示す PCNA 染色では、細胞が分布している領域に一様に高確率で陽性の所見が見
受けられた。細胞のアポトーシスを示す TUNEL 染色では、辺縁、内部ともにわずか
に陽性の所見が見受けられた。それに対し、マウス耳介軟骨細胞を播種したヒト脱
細胞化組織においては、21 日の培養後でも細胞は組織の内部には認められず、組織
の表面にのみとどまっているように見受けられた。組織表面の細胞は層状化し、一
部軟骨小腔を形成して成熟化しているものもあった。PCNA 染色では、組織辺縁に
生着した細胞には高確率で陽性の所見がみられた。TUNEL 染色では、陽性の所見は
組織の辺縁のみで、内部には認められなかった。このことは、異種細胞を再挿入し
ようと試みた組織は、細胞が内部へと侵入せずに、辺縁のみでとどまっていたこと
を示唆した。マウス脱細胞化組織でも、同種のマウス耳介軟骨細胞を播種した組織
は、培養期間を経るにつれて組織内部へと細胞が生着していた。対して異種のヒト
耳介軟骨細胞を播種した組織は、21 日を経ても細胞の組織内への生着はほとんど見
られず、表面にわずかに生着するのみであった。総じて、ヒト脱細胞化組織におい
てもマウス脱細胞化組織においても、allogenic な関係の細胞に対しては足場素材と
しての有効性が示されたのに対し、xenogenic な関係の細胞に対してはうまく生着さ
せず、脱細胞化基質は全ての細胞において足場素材としてユニバーサルに機能する
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わけではないことが示唆された。 
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Ⅵ 考察 
軟骨は他の臓器と比べて細胞外基質の割合が非常に高く、90％以上を占めるとい
われている 37)。そのため、細胞外基質の担う役割は大変重要であると考えられる。
基質は強度を与えてその形状を維持する役割だけでなく、細胞の遊走や増殖、分化
に寄与することが知られている 25)。本研究では、再生軟骨にとって理想的な足場素
材となりうる可能性を秘めた、同種細胞による再生軟骨から得た脱細胞化組織の足
場素材としての使用を試みた。結果、作製した脱細胞化組織は、同種の細胞の再挿
入が可能であり、もともとの再生軟骨にもひけをとらない基質産生と細胞の成熟を
促すことが分かった。Allograft の軟骨基質が足場素材として再挿入組織の作製に有
用性を示したということは、あらかじめ軟骨基質を大量に作製してバンク化してお
けば、移植が必要な状況が生じた際、本研究でいうところの三次元培養による再生
軟骨基質産生、および脱細胞化の過程をすでに完了しており、自己軟骨細胞の回収
および再挿入組織の作製の過程から始めることが出来るため、移植にいたるまでの
時間を大幅に簡略化できるという利点が生まれる。また、大量生産によりコストが
軽減できることで、臨床応用を促進されることが期待される。生体内の軟骨組織は
血管やリンパ組織をもたず、関節内においては関節液の浸透を通じて、気管や鼻、
耳介などの軟骨では主に皮下組織や筋肉などの周辺組織との物質交換により成熟や
維持がもたらされていると考えられる。今回用いた皮下移植のモデルによる結果
は、気管狭窄症、小耳症、口唇口蓋裂による鼻変形などの多くの疾患に対する治療
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においての今後の臨床応用への可能性を示した。 
 再生軟骨による脱細胞化組織の作製の利点として、軟骨組織の臨床応用に加えて
基礎研究への活用があげられる。軟骨は血管や神経を持たず、免疫応答に乏しい組
織である。以前の報告においては、軟骨細胞が、軟骨組織を免疫反応から保護する
役割をもつことが示唆されている 38)。Adkisson ら 39)は、再生軟骨由来の軟骨細胞で
は、MHC Class II 抗原や B7 family といった T 細胞免疫反応の誘導に必要な細胞表面
分子の発現が抑えられているとの報告をしている。また藤原ら 40)は、マクロファー
ジ遊走阻止因子（macrophage migration inhibitory factor: MIF）が再生軟骨内の軟骨細
胞で発現されていることを報告している。しかし、軟骨細胞における細胞外基質の
免疫反応の調節における役割に関しては、豊富な基質による密な構造的特徴から、
その免疫特権に寄与している可能性に関して示唆されている 41)ものの、詳細な検討
はされていない。今後、この再生軟骨の脱細胞化組織を用いることにより、軟骨組
織の免疫寛容の仕組みを、細胞と基質とで個別に解析していくことが出来る。 
本研究において、三次元再生軟骨組織を作製するにあたっては、IGF-1 を用いた分
化誘導培地を使用することで、軟骨基質の豊富な再生軟骨組織を作製することが出
来た。IGF-1 は分化誘導因子でありながら、濃度が高くなると、細胞増殖因子として
作用することが知られている 42-44)。本研究では 1 μg/ml の IGF を用いて、軟骨細胞の
再分化を誘導した。In vitro での培養における培地の選択については様々な検討がさ
れており、Martin ら 45)は、TGF（transforming growth factor）-β1、インスリン、アス
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コルビン酸を用いた再分化誘導培地と、TGF-β1、FGF-2、PDGF（platelet-derived 
growth factor）を用いた細胞増殖培地で三次元培養における効果の比較検討を行って
いる。それによると、再分化誘導培地において in vivo での再生軟骨の成熟が促進さ
れたのに対し、細胞増殖培地では効果が見られなかった、との結果であった。細胞
増殖因子の方がより三次元培養の効果が高いとする報告もあるが、それらの検討で
は、組織を移植した後の、軟骨細胞の生体適合性や生存性に重点がおかれている。
本研究においては、最初の再生軟骨組織の基質作製の目的には分化誘導培地を用
い、再挿入細胞の生着と成熟の目的には細胞増殖培地を用いた。再生組織への効果
と影響を考えて適切な培地選択を行うことにより、より最適な再生組織の作製をす
すめていくことが出来ると考えられる。 
 脱細胞化の方法に関しては、各種臓器で様々な方法が検討されている 23)。軟骨は
他の臓器に比べて基質構造が密であることもあり、吸収性は悪く、容易な脱細胞化
が出来るとは言い難い 30)。本研究で用いた DEM cycle も、生体から取り出した気管
軟骨を完全に脱細胞化するまでには 22 cycle が必要であった 46)。それに比べ、本研
究で作製した再生軟骨組織は、1 cycle にてほとんどの細胞を組織から脱落させるこ
とが出来た。生体の軟骨に比べれば基質が粗であり、また生体の軟骨組織より吸収
性が高いことが考えられ、酵素や DNase-I への反応が効率的に行われたと考えられ
る。また脱細胞化の過程で問題となる点として、基質の構造の変化を及ぼすことに
よる GAG 量の減少や弾性率の低下が報告されている 47,48)。しかし今回の検討では、
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DEM による脱細胞化では、GAG 量の減少や弾性率の低下は緩徐なものであり、
SEM による解析でも、際立った破綻はみられないことがわかった。DEM を再生軟骨
組織に応用したという報告は見当たらないが、本研究ではこの方法が再生軟骨の脱
細胞化を迅速に、基質の構造を保ったまま行い得ることを明らかにした。DEM を再
生軟骨に応用することは生体軟骨を用いる方法に比して、時間やコストの面でも、
基質の構造を維持するという面でも、有用な方法であったといえる。しかし生体軟
骨組織での Young率は 80-240kPa程度 49)と報告されている一方、in vitro での再生軟
骨組織は、まだ生体の軟骨ほどの強度を保つには至っておらず、in vitro での再生軟
骨の培養に関しては、今後も更なる検討が必要であると考える。 
 今回の実験では、脱細胞化組織にあらたに軟骨細胞を播種して細胞増殖培地で培
養すると、別個体の細胞であっても、播種した部位に細胞は生着し、生着面から次
第に内部へと侵入し、軟骨細胞の増殖や成熟が観察された。本研究のように再生軟
骨を足場素材として用い、軟骨細胞を播種して軟骨の成熟を観察した検討はほとん
どない。一方、合成ポリマーを足場素材として用いた再生組織にて、ファイバーの
孔の大きさを変え、細胞の生着の度合いを比較検討した報告例はある 50)。Griffon ら
51)は、異なる孔の大きさのキトサンによる足場素材の研究において、70-120 μm が最
も軟骨の成長を助長すると報告している。また 70 μm 以下の孔の大きさに比べて、
70-120 μm 程度の孔の大きさでの足場が、細胞の侵入や基質の沈着にも優れていた、
との報告している。これに対して、本研究での SEM 像では、脱細胞化組織は大小
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様々な大きさの孔があるものの、全体的にかなり密なコラーゲンネットワーク形成
が観察されていた。現在使われている合成ファイバーに比べてより密なネットワー
クが構築されているにも関わらず、軟骨細胞は良好な生着がみられたことは、軟骨
基質の細胞への親和性の高さを示していると考えられる。 
 本実験において、脱細胞化組織に異種の細胞を再挿入した場合、細胞の基質への
侵入や生着が不十分となることが示唆された。ヒト耳介軟骨細胞から作製した三次
元再生軟骨組織は、マウスの皮下に移植してもその増殖と成熟が行われている。生
体内における軟骨成熟促進因子はまだ明らかになっていないが、この所見はヒト軟
骨細胞におけるリガンドとマウスの液性因子の異種間における交叉反応が生じてい
ることを示している。しかし本実験における異種間再挿入実験の結果は、細胞と基
質に関しては異種間の交叉反応が生じないということを示唆している。このような
現象は、他の臓器の細胞での報告はなく、軟骨に特有である可能性も考えられる。
本研究結果で示されたように、細胞が基質周囲のみに見られた所見に対しては、細
胞-基質間接着の障害により細胞が生着しなかった、あるいは細胞が組織内にできな
かった、などの理由が考えられる。細胞-基質間接着には、細胞接着因子であるイン
テグリンなどの関与が考えられる。一方、細胞の組織内部への侵入においては細胞
外マトリックスの分解に関与するマトリックスメタロプロテアーゼ(matrix 
metalloproteinase: MMPs)のなど関与が考えられる 52)。インテグリンの多様にあるサ
ブファミリーの中で、α10β1は正常ヒト関節軟骨組織において II 型コラーゲン蛋
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白と結合して軟骨成熟の基礎をなし 53)、α5β1はマウス肋軟骨においてフィブロネ
クチンと結合して軟骨分化や関節形成に寄与することが報告されている 54)。一方
MMPs のうちでコラーゲンの分解酵素としては軟骨細胞から産生される MMP-1、
MMP-8、MMP-13 があり、軟骨基質中のコラーゲン分解に働くことが知られている
55,56)。しかし、これらの分子において、異種の動物の分子間での相互作用に関しては
明らかでない。ジェノグラフトとしての足場素材としての有効性を検討するにおい
て、また軟骨特有かもしれない細胞と基質の関係を解明する足掛かりとして、異種
間の分子相互作用は今後研究していく余地がある。 
 本研究では、脱細胞化組織は PBS 内に保存し、洗浄後に使用する方法をとった。
しかし、臨床応用においては長期保存をする状況が考えられ、汚染や加水分解など
の影響を考慮する必要がある。この問題を解決するため、脱細胞化組織を凍結乾燥
して保存し、適宜使用する方法を検討している。もし凍結乾燥により構造を維持し
ながら保存することが可能で、さらに細胞の播種も同様に行えるのであれば、より
細胞の再挿入は容易に行えることが期待される。また、現在の方法では細胞懸濁液
を用いて細胞の播種を行っているが、湿ったままの脱細胞化組織では、浸透させる
ことが難しい。そのため、担持できる細胞数が少なく、またその数を具体的に評価
することが難しい。凍結乾燥した組織であれば、細胞懸濁液を効率的に吸収するた
め細胞のロスを最小限に出来、細胞数を決めて播種することも可能になる。播種で
きた細胞数が正確にわかれば、培養後の細胞の増殖の度合いも正確に評価可能とな
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り、脱細胞化組織の足場素材としての効果をより正確に評価できるようになるであ
ろう。同種で別個体の脱細胞化組織が足場素材として有効であることがさらに立証
されていけば、脱細胞化組織をあらかじめ精製して貯蔵するなどすることで、in 
vitro での三次元培養の期間を減らすことも可能になる。 
 軟骨組織を in vitro で作製する際の問題点の一つとして、変形を生じることが多
く、またサイズが大きくなるにつれ中心壊死が生じやすくなるため、特定の形の大
きさのある軟骨組織を作製することが難しい、という点があげられる。本研究で作
製した再生軟骨組織も同様で、一回の手技にて、求める scaffold の形の脱細胞化組織
を作製することは困難であるかもしれない。しかし、今回作製したような小片状の
軟骨基質由来の脱細胞化組織を多数組み合わせてゲル状足場素材を用いて形成を行
えば、患者の欠損部位に合わせた複雑な形状の scaffold を作製出来ると考えられる。
それにより、大きさや形状を問わない、オーダーメイドの scaffold として、気管や耳
介などの様々な軟骨組織に対しての治療の一助となることが期待される。 
脱細胞化基質を作製する細胞の種類としては、別個体の軟骨細胞だけでなく、間
葉系幹細胞（mesenchymal stem cells: MSCs）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent 
cells: iPSCs、iPS 細胞）なども今後検討する余地がある。特に iPS 細胞は、無限に増
殖が可能であり、大量の再生軟骨の作製も可能であるため、期待が大きい。iPS 細胞
の臨床利用にあたっては、各分野にてその進展が著しいが、腫瘍化のリスクが常に
内在している。iPS 細胞で作製した再生軟骨を脱細胞化して使用するのであれば、腫
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瘍化のリスクを危惧する必要がなくなり、より安全な使用が出来、iPS 細胞の有効な
利用法の一つとしての期待もできる。 
 総じて、本研究では、allogenic な再生軟骨があらたな軟骨組織を再生成できる可
能性を示すことが出来た。脱細胞化基質は、臨床応用だけでなく、基礎研究での利
用も可能である。脱細胞化基質の allogenic な使用の効果が確立できれば、脱細胞化
基質をバンク化し、iPS 細胞を基質作製に使用するなどにより、軟骨の再生医療のさ
らなる飛躍の一翼を担うことも期待される。 
 
 
Ⅶ 結論 
ヒト耳介軟骨細胞を分化誘導因子を用いて三次元培養することで、軟骨基質を多く
含んだ三次元再生軟骨組織を作製出来た。三次元再生軟骨組織に DEM を用いると、
生体軟骨よりも容易な脱細胞化が可能で、軟骨細胞外基質を取り出すことができ
た。 
また、再生軟骨の細胞外基質は、新たに細胞を再挿入することが可能であり、内部
で新たな細胞の成熟と基質産生がみられ、足場素材としての有用性が示された。 
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Ⅹ 図説 
図 1 実験スキーム（三次元培養軟骨組織作製の検討、三次元組織の脱細胞化の検
討） 
 
図 2 実験スキーム（脱細胞化組織への細胞再挿入の検討、再挿入組織のヌードマウ
ス皮下移植実験） 
 
図 3 実験スキーム（脱細胞化組織のアログラフト、ジェノグラフト細胞の移植実
験）            イラスト提供：http://togotv.dbcls.jp/togopic.2014.59.html 
 
図 4 三次元培養による再生組織の変化 
P1 ヒト耳介軟骨細胞と 0.4%アテロコラーゲン（川研）を混和して 6 mm×6 mm×3 
mm の三次元組織を作製し、3 週間の培養を行った。基礎培地、分化誘導培地、細胞
増殖培地を用いて比較検討した。 
A) 肉眼および組織学的解析 
上段：肉眼所見 
TB ：トルイジンブルー染色、弱拡大（×4） scale bars: 1000 μm 
HE ：ヘマトキシリン・エオジン染色 弱拡大 (×4) scale bars: 1000 μm 
                                    強拡大 (×20) scale bars: 100 μm 
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B) 生化学的解析 
 グリコサミノグリカンは、アルシアンブルー比色定量法を用いて測定した。I 型コ
ラーゲン蛋白、II 型コラーゲン蛋白は、Elisa 法を用いてまたはデータは平均±標準
偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test: **p<0.01、* p<0.05） 
 
図 5  三次元組織の脱細胞化の検討 
分化誘導培地を用いて 3 週間の三次元培養を行って産生した三次元組織に、
Detergent Enzyme Method (DEM)を行って脱細胞化処理を加えた。脱細胞化処理前の
control 群と、DEM 1, 3, 5 cycles 施行した組織の形状、構造を比較検討した。 
A）肉眼および組織学的解析 
上段：肉眼的所見 
TB ：トルイジンブルー染色 弱拡大（× 4）scale bars: 1000 μm 
HE ：ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 μm 
DAPI：DAPI 蛍光染色 (× 20) scale bars: 100μm 
B)  細胞数計測  
DAPI 蛍光染色にて顕微鏡で撮影された画像を用いて、組織内の一定範囲の細胞数を
カウントし、場所を変えて計 5 か所計測し、平均±標準偏差を算出し,各群同士の有
意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* p<0.05） 
C) 生化学的解析：グリコサミノグリカンはアルシアンブルー比色定量法を用いて測
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定した。I 型コラーゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定した。デ
ータは平均±標準偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* 
p<0.05） 
 
図 6 脱細胞化組織への細胞再挿入検討 1 
脱細胞化組織にヒト耳介軟骨を再挿入し、3 週間培養を行った。基礎培地と細胞増殖
培地の 2 種類を用いて検討した。 
A ) 肉眼所見および組織学的解析 
  左上：肉眼所見  
右：トルイジンブルー染色 弱拡大 (× 4) scale bars: 1000 μm 
B ） 生化学的解析： グリコサミノグリカンはアルシアンブルー比色定量法を用
いて測定した。I 型コラーゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定し
た。データは平均±標準偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** 
p<0.01、* p<0.05） 
 
図 7 脱細胞化組織への細胞再挿入組織の検討 2 
A ) 組織学的検討 
ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大 (× 20) 
右下：DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)蛍光色素染色 強拡大(× 20) scale bars: 100 
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μm 
B ）細胞数の計測 
DAPI 蛍光染色にて顕微鏡で撮影された画像を用いて、組織内の一定範囲の細胞数を
カウントし、場所を変えて計 5 か所計測し、平均±標準偏差を算出し,各群同士の有
意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* p<0.05） 
 
図 8 脱細胞化組織への細胞の再挿入検討 3 
組織学的検討 HE：ヘマトキシリン・エオジン染色 
免疫組織学的検討 COL I: I 型コラーゲン蛋白、COL II: II 型コラーゲン蛋白、COL 
X: X 型コラーゲン蛋白 Scale bars: 100 μm 
 
図 9 脱細胞化組織と再挿入組織の力学的特性の測定と SEM 解析 
A) 0.4%アテロコラーゲンゲル、三次元組織、脱細胞化組織、再挿入組織の力学的強
度を調べるため、Venustron tactile sensor (Axiom)を用いて、ヤング率と最大圧迫強度
を計測した。各組織を 1 個に対して位置を変えて 5 回の計測を行い、その平均値±
標準偏差を算出し、各群の有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* 
p<0.05） 
B）走査型電子顕微鏡による構造解析 
(× 20000) scale bars: 2 μm  
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 図 10 再挿入組織のヌードマウス皮下移植による検討 
脱細胞化組織に P1 ヒト耳介軟骨細胞を再挿入し、細胞増殖倍地で 3 週間培養した再
挿入組織を、ヌードマウス皮下に移植し、移植前との比較を行った。三次元組織、
脱細胞化組織も同様に移植して比較検討を行った。 
A）組織学的解析 
トルイジンブルー染色 弱拡大 ( × 4 ) scale bars: 1000 μm 
B) 生化学的解析 
グリコサミノグリカンはアルシアンブルー比色定量法を用いて測定した。I 型コラー
ゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定した。データは平均±標準偏
差で示し、有意差を算出した。（ Turker-Kramer test ** p<0.01、* p<0.05 ） 
 
図 11 再挿入組織の免疫正常（BALB/c）マウス皮下移植による検討 
C57BL/6 マウス由来の脱細胞化組織に対し、BALB/c マウス耳介軟骨細胞(P2)を播種
した再挿入組織、C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞(P2)を播種した再挿入組織、細胞を
未播種の組織、を作製し、それぞれ BALB/c マウスに皮下移植し、経過を比較検討
した。 TB：トルイジンブルー染色 弱拡大 ( × 4 ) scale bars: 1000 μm 
HE: ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 μm 
 
図 12 脱細胞化組織への異種細胞の再挿入検討 
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ヒト由来の脱細胞化組織、マウス（C57BL/6）由来の脱細胞化組織に、P1 ヒト耳介
軟骨細胞、P2 マウス耳介軟骨細胞を再挿入して細胞増殖培地で培養を行った。移植
期間は 1 日、7 日、21 日で検討を行った。 
A) 組織学的解析 ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 
μm  
B) 組織学的解析 強拡大（× 20） Scale bars: 100 μm 
HE：ヘマトキシリン・エオジン染色 
PCNA：proliferating cell nuclear antigen 
TUNEL：TdT-mediated dUTP nick end labeling 
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